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Simptomi kržljavosti, proliferacije, filodija, žutila i crvenila lucerke uočeni su prvi 
put u četiri lokaliteta u Centralnoj Srbiji (Tuleš, Sićevo, Ljubava i Belanovice) tokom 
2008 godine. Godišnji indeks porasta zaraze kretao se od 2 do 6, a smanjenje pri-
nosa zelene mase između 30-50%. Primenom RFLP i analize sekvenci 16S rDNK, 
identifikovano je prisustvo fitoplazmi u uzorcima lucerke koje pripadaju 16SrIII-B i 
16SrXII-A grupama. Fitoplazma Stolbur tipa bila je dominantna i dokazana je u 80% 
uzoraka simptomatičnih biljaka.    
Ključne reči:  lucerka, fitoplazma, 16SrIII-B fitoplazma, Stolbur, rasprostranjenost
UVOD
Lucerka (Medicago sativa L.) je najvažnija 
leguminozna biljka u Srbiji. Gaji se zbog visokog 
prinosa kvalitetnog sena. Značajna je kultura i 
sa aspekta očuvanja strukture zemljišta i njegove 
plodnosti. Površine pod lucerkom u Srbiji me-
njaju se iz godine u godinu, ali se kreću oko 200 
000 ha (Djukić, 2005). U našim uslovima ostva-
ruje dva  otkosa.
Simptomi kržljavosti, proliferacije, filodi-
ja, žutila i crvenila lucerke uočeni su u nekoliko 
lokaliteta u Centralnoj Srbiji tokom 2008. godine 
(Starović i sar., 2012). Na prikupljenim uzorcima 
utvrđeno je prisustvo Stolbur fitoplazme i fito-
plazme žutila deteline (“Clover yellows edge”- 
SYE) (Starović i sar., 2012).
Brojni su podaci o fitoplazmozama lu-
cerki u svetskoj literaturi. Najzastupljeniji 
simptom “veštičinih metli”, povezan je, u za-
visnosti od geografske pozicije, sa različitim 
grupama fitoplazmi: sa fitoplazmom filodija 
pasulja (“faba bean phyllody” – FBP) (Marcone 
et al. 1997; Khan et al. 2002), proliferacije de-
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teline (“clover proliferation” - CP) (Wang and 
Hiruki 2001), zvezdastog žutila  (“aster yel-
lows” - AY) (Valiunas et al. 2000), Australijs-
kog žutila lucerke (ALuY) (Pilkington et al. 
2003), Candidatus Phytoplasma astera u Boli-
viji (Jones et al. 2005) i fitoplazmom lucerke 
u Argentini (Conci et al. 2005). Prisustvo stol-
bur fitoplazme potvrđeno je na lucerki u Italiji 
(Marzachi i sar., 2000) u Indiji (Suryanarayana 
et al. 1996) i u SAD (Peters et al. 1999). Takođe, 
lucerka je rezervoar fitoplazme žutila repice 




Po deset uzoraka lucerke koje su ispoljava-
le simptome i jedan uzorak biljaka bez simptoma 
sakupljeno je za PCR analizu u lokalitetima Tu-
leš, Sićevo i Ljubava (Tab. 1) tokom 2008 i 2009. 
godine (ukupno 66 uzoraka), a tokom 2010. u 
lokalitetu Belanovice. 
Stepen pojave oboljenja
U lucerištima uočeni su po prvi put fito-
plazmozni simptomi u lokalitetima Tuleš, Si-
ćevo, Ljubava i Belanovice u leto 2008 godine. 
Procenat zaraženih biljaka ocenjivan je sva četiri 
lokaliteta tokom 2008-2010. Drveni ram površi-
ne ¼ m2 bacan je 10 puta po dijagonali u svakoj 
parceli i izračunavan je procenat obolelih biljaka 
i godišnji indeks porasta zaraze u dve uzastopne 
godine. 
Procena prinosa zelene mase
Prinos zelene mase drugog otkosa odre-
đen je na svakoj parceli merenjem pokošene 
nadzemne mase direktno na parceli i preračuna-
ta na t ha-1 (Katić i sar., 2011) tokom 2010. godine.
Detekcija i identifikacija fitoplazmi
Nukleinske kiseline su ekstrahova-
ne iz lišća lucerke po metodi koju su opisali Ange-
lini i saradnici (2001). Sukcesivnim korišćenjem 
para prajmera P1/16S-Sr i R16F2n/R2 (Lee et al. 
2006) u umetnutom (nested) PCR detektovano je 
prisustvo fitoplazmi u simptomatičnm uzorcima 
lucerke. Ekstrahovana DNA iz 8 asimptomatič-
nih biljaka korišćena je kao negativna kontrola. 
PCR amplifikacije su izvedene prema Gundersen 
i Lee (1996) korišćenjem DreamTaqGreen PCR 
Master Mix (Fermentas, Lithuania) u aparatu 
Eppendorf Master Cycler Personal, Germany. 
Polimorfizam dužine restrikcionih frag-
menata- Restriction Fragment Length Polymor-
phism (RFLP) R16F2n/R2 amplikona dobijen je 
pojedinačnim digestijama restrikcionim endo-
nukleazama: AluI i TruI. Dobijeni RFLP profili 
upoređivani su sa referentnim profilima Stol, AY, 
FD-C i CYE fitoplazmi. HpaII i HhaI restrikcione 
endonukleaze dodatno su korišćene pri analizi 
amplikona koji su pokazali sličnosti sa CYE fito-
plazmom posle digestije sa AluI i TruI , a njihovi 
profili su dodatno upoređeni sa PoiBI i CYE fi-
toplazmama. Produkti amplifikacije razdvajani 
su elektroforezom na 1.2 % agaroznim gelovima, 
a RFLP produkti na 2.3% agaroznim gelovima, 
obojeni etidijum bromidom i vizuelizovani po-




Prvi simptomi u polju uočeni su tokom 
juna u vidu proliferacije izdanaka sa skraćenim 
internodijama, filodija i  sitnog atipičnog lišća 
(Sl.1), zatim žutila i crvenila vršnih liski (Sl. 2). 
Obolele biljke ne donose cvet ili je on sasušen 
(Sl.3). Stabljike zaraženih biljaka mogu ispoljiti i 
simptom spljoštenosti.  
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Stepen pojave oboljenja
Tokom prve godine istraživanja procenat 
zaraženih biljaka kretao se između 3 (Ljubava) - 
5 % (Belanovice i Tuleš). Sledeće godine taj pro-
cenat je bio i do 6 puta veći (Belanovice). U trećoj 
godini procenat zaraženih biljaka iznosio je 75% 
u Tulešu, 40 % Sićevu, 60% Ljubavi i 80 % u Be-
lanovici (Graf. 1). Godišnji indeks porasta zara-
ze kretao se od 2 do 6. U lokalitetu Belanovice 
konstatovano je značajno prisustvo viline kosice 
(Cuscuta) (Sl. 4), čime se može objasniti najviši 
godišnji indeks porasta zarze. 
Slika 1.  Početni simptomi –
proliferacija izdanaka,
skraćene internodije,
filodije i sitno atipično lišče
Figure 1. Early symptoms of 
phytoplasma disease (shoot 
prolification, short 
internods,  phyllody and small 
atypical leaves)
Slika 2.  Simptomi 
žutila i crvenila lišća




Slika 3.  Obolele biljke 
ne donose cvet  
Figure 3. Diseased 
plants  failing to 
flower
Grafik 1. Procenat zaraze fitoplazmama u četiri lokaliteta u 
tri uzastopne godine 2008-2010.
Graf. 1 Disease incidence in four localities in Serbia over 3 
years in Serbia  
Prinos zelene mase
Prinos zelene mase lucerke u drugom ot-
kosu u trećoj godini istraživanja (2010) bio je 3.6, 
4.2, 3.3 i 3 t ha-1 u lokalitetima Tuleš, Sićevo, Lju-
bava i Belanovice, dok je prinos zdrave lucerke 
iznosio 6 t ha-1. Ovi rezultati ukazuju da je zaraza 
Slika 4.  Vilina kosica - vector fitoplazmi u lucerki
Figure 4.  Cuscuta -  phytoplasma vector in alfalfa
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fitoplazmama uslovila smanjenje prinosa zelene 
mase lucerke od 30% (Sićevo) do 50% (Belano-
vice)  (Graf. 2). Zbog izuzetno visokog procenta 
zaraženih biljaka i značajnog smanjenja prinosa 
u sva četiri lokaliteta, dalje gajenje lucerke po-
stalo je neprofitabilno, zbog čega je ona preorana 
tokom 2010. godine u lokalitetu Tuleš. 
Grafik 2. Procenat smanjenja prinosa lucerke u četiri lokali-
teta u 2010 godini
Graf. 2. Reduction of yields in four localities
Detekcija i identifikacija fitoplazmi
Umnožavanje prajmerima P1/16S-Sr re-
zultiralo je amplikonom od 1.5 kb koji obuhva-
ta veliki deo 16S rDNK (Tab. 1) i to kod 27 od 60 
biljaka sa simptomima.  Ovaj amplikon je de-
tektovan kod svih uzoraka sa simptomima (8) u 
lokalitetu Belanovica. Posle nested PCR-a, fra-
gmenti od 1.2 kb detektovani su kod 51 biljke sa 
simptomima. Kod biljaka bez simptoma nije bilo 
amplifikovanih produkata. RFLP analiza- delo-
vanje restrikcionih endonukleaza AluI i TruI na 
amplikone od 1.2 kb, rezultovala je dobijanjem 
2 tipa profila. Kod 48 pozitivnih uzoraka RFLP 
profil bio je identičan Stol fitoplazmi koja pripa-
da podgrupi 16SrXII-A, a samo 3 uzorka su imala 
profil identičan CYE - clover yellow edge fitopla-
zmi koja pripada 16SrIII fitoplazmama. Pripad-
nost 16SrIII-B subgrupi dokazana je dodatnom 
restrikcionom analizom pomoću HpaII i HhaI 
enzima koji daju različite profile za podgrupe B 
(CYE) i H (poinsettia branch-inducing –PoiBI) u 
okviru 16SrIII grupe, što se na osnovu delovanja 
restrikcionih endonukleaza AluI i TruI nije mo-
glo ustanoviti. 
U uzorcima lucerke iz različitih regiona 
Italije prvi put je detektovana Stolbur fitoplazma 
Tabela 1. Detekcija fitoplazmi u uzorcima lucerke sa i bez simptoma kolekcionisanim u 2008 (L1-L44) i 2009 (L45-L88) 
direktnom, nested i PCR-RFLP analizama
Table 1. Phytoplasma detection from symptomatic and asymptomatic (as) alfalfa  collected in 2008 (L1-L33) and 2009 
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(Marzachi et al., 2000). Analizom 16S rDNA se-
kvenci reprezentativnih izolata L41 i L42 iz Tu-
leša potvrđeno je prisustvo 16SrIII-B i 16SrXII-A 
podgrupa fitoplazmi (Starović i sar., 2012). Pored 
lucerke, u Srbiji je Stolbur fitoplazma detektova-
na na različitim biljnim vrstama koje imaju ve-
liki ekonomski značaj: vinova loza (Duduk et al. 
2004; Kuzmanović et al. 2003; 2008; Josic et al. 
2006), kukuruz (Duduk and Bertaccini, 2006), 
šargarepa (Duduk et al. 2008a), a u novije vre-
me i kod značajnih lekovitih biljaka poput ku-
pine (Kuzmanovic et al. 2011), ehinacee (Pavlo-
vic et al. 2011), kantariona (Pavlovic et al, 2012), 
bokvice (Josic et al. 2012), saponarije (Josic et 
al., 2012). Istraživanja elongacionog faktora tuf 
gena u uzorcima lucerke u kojima je detektova-
na 16SrXII-A fitoplazma ukazala su na prisustvo 
TufAY/HpaII produkata koji odgovaraju TufAY-b 
tipu (Starović i sar., 2012), koji je u Srbiji dokazan 
i na kukuruzu (Duduk i Bertaccini, 2006), celeru 
(Ivanovic i sar., 2011) i kelju (Trkulja i sar., 2011). 
 Samo je 5% testiranih uzoraka lucer-
ke sa ispoljenim simptomima fitoplazmi, bilo 
zaraženo 16SrIII-B fitoplazmom i to u lokalite-
tu Tuleš. Fitoplazma iz 16SrIII-B podgrupe je 
već ranije identifikovana na Cirsium arvense u 
više od 10 lokaliteta širom Srbije (Ranćić i sar., 
2005) i na krušci (Duduk i sar., 2008b). Duduk 
i saradnici (2008a) su utvrdili prisustvo fitoplaz-
me iz16SrIII-B podgrupe, po prvi put, u insek-
tu Psammotettix notatus (Melichar), skakvcu iz 
podfamilije Deltocephalinae, nađene na polju 
mrkve. Na gajenoj T. pratense oboleloj od patu-
ljave bolesti u više lokaliteta u Češkoj Republici, 
pored rabdovirusa utvrđeno je i pet različitih 
podgrupa fitoplazmi: 16SrI-B, 16SrI-C, 16SrIII-B 
i 16SrX-A, na T. repens  16SrI-C i T. hybridum dve 
podgrupe fitoplazmi: 16SrI-C i 16SrIII-B (Frano-
va et al. 2004). 
 Visok procenat (66) detektovanih fito-
plazmi u 60 simptomatičnih biljaka sugeriše da 
one mogu biti prouzrokovač ovog oboljenja lu-
cerke u ispitivanim lokalitetima. Ne ispoljavaju se 
razlike u simptomima između biljaka zaraženih 
fitoplazmom Stolbur (16SrXII-A) i fitoplazmom 
Clover yellow edge (16SrIII-B).  Simptomi na lu-
cerki ne mogu biti dijanostički, jer ne manifestuju 
razlike kod dokazanih grupa fitoplazmi. Ovo je 
već ranije pokazano na primeru mešane zaraze 
Stolbur i Aster Yellows fitoplazmom na paradajzu, 
koji ispoljavaju identične simptome (Vellios i Lio-
liopoulou, 2007). Davis i Sinclair (1998) ukazuju 
da različite fitoplazme mogu ispoljiti identične 
simptome na određenim biljnim vrstama, kao i 
da vrlo bliske fitoplazme mogu ispoljiti različite 
simptome na istoj biljnoj vrsti.  
 Ispoljeno smanjenje prinosa zelene 
mase lucerke zaražene fitoplazmama u jednom 
otkosu koje se kretalo između 30-50%  je vrlo 
značajno. Za utvrđivanje štetnosti fitoplazmi na 
lucerki neophodno je izračunati i prosečno go-
dišnje smanjenje prinosa u dva otkosa, kao i pri-
nos i kvalitet suve materije.  
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PHYTOPLASMA DISEASES OF ALFALFA (Medicago sativa L.)
IN CENTRAL SERBIA 
SLOBODAN KUZMANOVIĆ1, MIRA STAROVIĆ1,  SAŠA STOJANOVIĆ1,  GORAN ALEKSIĆ1, 
TATJANA POPOVIĆ1, DRAGANA JOŠIĆ2
 
1Institute for plant protection and environment, Teodora Drajzera 9, Belgrade, Serbia, 
 2Institute for soil, Teodora Drajzera 7, Belgrade, Serbia
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The symptoms of stunding, phylody, yellowing and reddening of alfalfa were obser-
ved for the first time in the four localities in Central Serbia: Tuleš, Sićevo, Ljubava 
and Belanovice, during 2008. Annual index  of infection increase was between 2-6, 
while the reduction of the green mass was between 30-50%.  Application of RFLP 
and sequence analysis 16S rDNA identified the presence of the phytoplasm  in the 
samples of alfalfa belonging to 16SrIII-B and 16SrXII-A groups. Solbur type phyto-
plasm was the dominant type found in the 80% of plants exhibiting the symptoms.
Key words:  alfalfa, phytoplasma, 16SrIII-B phytoplasma, Stolbur, distribution
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